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Adaptation de la synthese
protéique du VEGF-C
par les cellules tumorales

en condition hypoxique
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> Le systéme lymphatique a pour réle prin-
cipal de drainer les fluides tissulaires et
de participer a la surveillance immune. ||
posséde un mur vasculaire beaucoup plus
perméable que celui du réseau sanguin, ce
qui en fait une voie privilégiée pour la dis-
sémination métastatique [1]. De récentes
études ont démontré I'importance de cibler
le systeme lymphatique afin de réduire le
processus métastatique [1]. Le systéme
lymphatique a été tres peu étudié du fait
de la difficulté de le différencier du réseau
sanguin jusqu’a ce que de récents travaux
identifient des marqueurs spécifiques tels
que Prox-1 [2], Podoplanine [3] et Lyve-1
[4, 5] (=P). Grace a ces
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rition de la lymphangio-

genese, croissance de nouveaux vaisseaux
lymphatiques a partir de vaisseaux préexis-
tants, est maintenant clairement établie
aussi bien sur le pourtour de la tumeur
primaire (Figure 1) que dans les ganglions
lymphatiques sentinelles [6].

Deux facteurs de croissance sont spé-
cifiques de la cellule endothéliale lym-
phatique : les vascular endothelial growth
factors-C et -D (VEGF-C et VEGF-D). Il a été
montré que I’augmentation de I’expression
de ces deux facteurs lors du développe-
ment des tumeurs solides est directement
corrélée a I'apparition de métastases, et
donc & un mauvais pronostic [7].

Dans un contexte tumoral, I’hypoxie est le
principal stress induisant la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins [8]. Cepen-
dant, le role de I’hypoxie dans la formation
de vaisseaux lymphatiques reste a explorer.
Les vaisseaux lymphatiques sont le plus
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souvent situés dans des zones hypoxiques
de la tumeur et sont eux-mémes en hypoxie
permanente du fait de I"absence d’hé-
maties dans la lymphe. Jusqu’a une date
récente, seules quelques études suggé-
raient un lien entre "hypoxie et la lym-
phangiogenése sans qu’aucun mécanisme
moléculaire direct n’ait encore été mis en
évidence.

Le stress hypoxique inhibe

la traduction dépendante de la coiffe
Dans les tumeurs, I’hypoxie induit une
rapide inhibition globale de la synthese
protéique [9]. Ceci est lié & un blocage
du mécanisme classique d’initiation de la
traduction dépendante de la coiffe apres
inhibition de I'activité kinase de mTOR
[9]. On observe alors une surexpression
et une hypophosphorylation de la pro-
téine 4€-BP (elF4E-binding protein), qui
va séquestrer le facteur de liaison a la
coiffe elF4€, aboutissant a une inhibition
de Iinitiation de la traduction [10].
Dans ce contexte, la traduction de cer-
tains messagers spécifiques ne peut se
produire que grdce a des mécanismes
alternatifs. Un des principaux méca-
nismes traductionnels intervenant en
cas de stress implique les IRES (internal
ribosome entry sites), éléments struc-
turaux présents dans la région 5 non
traduite (5'UTR) de certains ARNm, qui
leur permettent d’étre traduits lorsque
la traduction dépendante de la coiffe est
bloquée. La plupart des structures IRES
sont retrouvées sur les ARNm des proto-
oncogenes et des facteurs de croissance
tels que FGF-2, VEGF-A [11].

Lactivité IRES du VEGF-C permet

le maintien de la traduction du VEGF-C
en condition hypoxique

Nous avons montré, par I'analyse histolo-
gique de prélévements réalisés dans une
cohorte de patients atteints de cancer
du sein, que le VEGF-C continue a étre
surexprimé dans les tumeurs, malgré une
diminution de la synthese protéique glo-
bale (surexpression de 46-BP1) [9]. Nous
avons déterminé la présence d’une activité
IRES sur PARNm codant pour le VEGF-C, qui
permet sa syntheése tandis que la traduction
dépendante de la coiffe est bloquée. Nos
résultats montrent que le stress hypoxique
réduit la transcription et la traduction
dépendante de la coiffe du VEGF-C dans
des lignées tumorales in vitro et in vivo en
surexprimant et hypophosphorylant 4€-BP1
(Figure 2). €n paralléle, nous avons démon-
tré que la traduction de ’ARNm du VEGF-C
est maintenue en condition hypoxique grdace
a une structure IRES située dans la région
5’UTR de I’ARNm. De fagon intéressante,

Figure 1. Lyve-1/Pimonidazole. Immunodétec-
tion des vaisseaux lymphatiques (Lyve-1) (en
vert) en périphérie des zones d’hypoxie (Pimo-

nidazole) dans les tumeurs capan-1.
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I'analyse par SHAPE (selective 2’~hydroxyl
acylation analyzed by primer extension) de
la structure de ce 5’UTR révele, malgré une
faible conservation de séquence, des struc-
tures conservées entre les especes (souris/
humain), susceptibles d’étre les éléments
requis pour I'activité de I'IRES. Cette étude
montre aussi pour la premiere fois la sti-
mulation d’une activité IRES au cours du
développement tumoral in vivo [9].

L’environnement hypoxique

conditionne I’activité IRES

De maniére intéressante, I"analyse de
I'activité IRES de ’ARNm du VEGF-C dans
les différents compartiments que tra-
verse la cellule tumorale au cours du pro-
cessus métastatique indique qu’elle est
d’autant plus importante que la cellule
se trouve dans un systéeme lymphatique
hypoxique (5 & 18 fois plus de traduction
dépendante de I’IRES dans le ganglion
lymphatique drainant que dans la tumeur
primaire). Afin de s’affranchir de la com-
posante hypoxique du microenvironne-
ment, nous avons étudié I'activité IRES
chez des souris invalidées pour la prolyl
hydroxylase 2 (PHD2*/~). Chez ces souris,
HIF1 (hypoxia induced factor 1) est sta-
bilisé, et on assiste a une normalisation
des vaisseaux et une meilleure oxygéna-
tion des tumeurs. On observe alors une
diminution de I'activité IRES de ’ARNm
codant pour le VEGF-C alors que le taux
de protéines est maintenu, indiquant
une reprogrammation de I’expression
génique du VEGF-C vers une traduction
dépendante de la coiffe lorsque les taux
d’oxygéne augmentent. Nous avons éga-
lement mis en évidence que la traduction
dépendante de I'IRES de I’ARNm VEGF-C
est indépendante de HIF-1a..

€n conclusion, nous avons identifié une
nouvelle régulation de la synthese du
VEGF-C dans des conditions hypoxiques,
a la fois dans les tumeurs primaires
et dans les ganglions lymphatiques
métastatiques. Contrairement a ce qui
se produit pour la plupart des cibles de
I’hypoxie, qui sont induites au niveau
transcriptionnel par HIF, le VEGF-C est
induit par un mécanisme dépendant de
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Figure 2. Mécanismes de traduction en condition d’hypoxie : le role d’un IRES. En condition nor-

moxique, le complexe d’initiation de la traduction est recruté au niveau de la coiffe de PARNm. €n

présence d’un stress hypoxique, 4€-BP1 est déphosphorylée et séquestre elF4€ dans le cytoplasme.

La traduction globale est alors inhibée excepté pour une faible quantité d’ARNm comportant, dans

la région 5’ non traduite, un site d’entrée interne du ribosome (IRES) qui permet le recrutement

direct de la petite sous-unité du ribosome.

I’IRES, totalement post-transcriptionnel
(Figure 2). Cette régulation moléculaire
se distingue donc du mécanisme clas-
siquement décrit pour la stimulation de
I’angiogenése par "hypoxie [12, 13].

Conclusion

En conclusion, notre étude participe
activement a la compréhension des
mécanismes développés par les cellules
tumorales pour assurer leur dissémi-
nation par voie lymphatique dans des
conditions pauvres en oxygene. Les vais-
seaux lymphatiques sont séverement
hypoxiques, non seulement parce qu’ils
ne transportent pas d’hématies, mais
également parce qu’ils résident dans
des régions trés hypoxiques au sein des
tissus et des tumeurs. Un tel environ-
nement hypoxique supprime la traduc-
tion dépendante de la coiffe de I’ARNm
du VEGF-C dans les cellules tumorales
lorsqu’elles parcourent le systéeme lym-
phatique en direction des ganglions,
rendant inefficaces les inhibiteurs de
la traduction tels que les inhibiteurs
de mTOR. Cependant, grace au démar-
rage de la traduction de I’ARNm du

VEGF-C dépendante de I'IRES, les cel-
lules tumorales peuvent maintenir, voire
augmenter, la production de ce facteur
lymphangiogénique clé en conditions
hypoxiques, et assurer ainsi une aug-
mentation de la croissance des vais-
seaux lymphatiques par I'intermédiaire
desquels elles essaiment pour former
des métastases. Ainsi, notre étude aura
mis en lumiére la régulation traduc-
tionnelle dépendante d’un IRES comme
un mécanisme clé permettant aux cel-
lules tumorales de s’adapter au stress
hypoxique afin de stimuler la lymphan-
giogenese et de former des métastases
dans les ganglions lymphatiques. ¢
Lymphangiogenic gene expres-

sion adaptation in tumor hypoxic
environment
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Les anticorps anti-VIH-1
et la transmission virale
de cellule a cellule

Marine Malbec! ?, Hugo Mouquet?, Olivier Schwartz!

>Une des avancées majeures de ces cing
dernieres années concernant la lutte contre
Pinfection par le virus de I'immunodéfi-
cience humaine de type 1 (VIH-1) est I'iso-
lement et la caractérisation d’anticorps
humains neutralisants, a large spectre ou
broadly neutralizing antibodies (bNAb),
agissant a basse concentration sur la majo-
rité des isolats viraux
[11] (=¥). Lactivité
antivirale de ces anti-
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de M. Peressin et al.,
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TN age 69
corps était générale- peg

ment mesurée in vitro contre des particules
virales libres. Cependant, le VIH-1 se pro-
page préférentiellement et beaucoup plus
efficacement par contacts directs entre
cellules. Nous avons donc étudié la capa-
cité de ces anticorps a inhiber la trans-
mission virale de cellule a cellule. Seuls
quelques bNAb présentent cette propriété,
et bloquent chacune des étapes de Iinfec-
tion intercellulaire. Des essais cliniques
avec ces anticorps devraient permettre
d’évaluer leur potentiel thérapeutique.

Les anticorps a large spectre
neutralisant le VIH-1

Un mécanisme de défense du systeme
immunitaire en réponse aux infections
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virales est la production d’anticorps
neutralisants. Trente ans apres la
découverte du VIH-1, un vaccin indui-
sant de tels anticorps se fait toujours
attendre. Cela est en partie di a la
grande variabilité génétique du virus. Le
VIH-1 est divisé en groupes (ou clades),
eux-mémes subdivisés en sous-types
parmi lesquels on trouve différentes
souches. Certains patients, apres deux a
quatre ans d’infection, développent des
anticorps neutralisants a large spectre
(bNADb), dits cross-clade, neutralisant
in vitro la plupart des isolats de VIH-1.
Alors qu’ils étaient considérés comme
des exceptions il y a quelques années,
ces individus représenteraient jusqu’a
10 a 20 % des personnes infectées. Mal-
heureusement pour ces patients, la pré-
sence de bNAb n’est pas corrélée avec
une évolution favorable de la maladie
en absence de traitement antirétroviral,
des virus résistants a la réponse humo-
rale apparaissant continuellement [1].
Jusqu’a récemment, les anticorps neu-
tralisants clonés a partir de lymphocytes
B humains disponibles étaient souvent
peu actifs ou peu cross-réactifs. La
mise au point de nouvelles techniques
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induces VEGF-C expression in metastatic tumor cells
via a HIF-1alpha-independent translation-mediated
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de criblage et d’isolement d’anticorps
monoclonaux humains a révolutionné
ce domaine de recherche. Grdce a ces
évolutions technologiques, plusieurs
dizaines de bNAb « de nouvelle généra-
tion », inhibant in vitro, a de tres faibles
concentrations, prés de 90 % des isolats
viraux connus sont maintenant dispo-
nibles [2].

Les anticorps neutralisants agissent en se
fixant a I’enveloppe virale, et ils inhibent
I’entrée du virus dans la cellule. La pro-
téine d’enveloppe (Env), présente sous
forme de triméres a la surface des virions,
est constituée de deux sous-unités: la
glycoprotéine gpl20, responsable de la
liaison au récepteur CD4, et la glycopro-
téine transmembranaire gp41, qui assure
la fusion des membranes. Malgré la capa-
cité du VIH-1 a masquer les régions les
plus conservées de son enveloppe, par
exemple en les protégeant d’un bouclier
de glycanes, quatre domaines de I’'enve-
loppe représentent les cibles privilégiées
des bNAb : le site de liaison a CD4 (CD4bs,
(D4 binding site), les boucles variables
V1/V2 et V3 associées aux glycanes, ainsi
que la région proximale externe de la
sous-unité gp41 (MPER) [2].
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